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La presente invention concerne la detection et/ou l'identification de bacteries 
de genre Staphylococcus. 

Les bacteries de genre Staphylococcus ou Staphylocoques sont responsables 
d'un grand nombre d'infections nosocomials et represented un probleme 
hospitalier important. Ces bacteries sont des bacteries Gram positives, qui peuvent 
etre classees en deux grands groupes que Ton distingue par la production d'une 
enzyme, la coagulase, declenchant la coagulation du plasma. On distingue ainsi les 
Staphylocoques coagulase negatifs, dont le representant principal est Staphylococcus 
epidermidis et les Staphylocoques coagulase positifs, dont le representant principal 
est Staphylococcus aureus, bien connu pour sa virulence. Les Staphylocoques sont 
largement repandus dans l'environnement, la peau et les muqueuses de l'homme et 
de l'animal. La desquamation reguliere de ces notes a pour effet de les disperser 
abondamment dans la nature (eau, sol, air, aliments, objets), et en milieu hospitalier, 
des mesures draconiennes d'hygiene et d'isolement des patients sont requises pour 
limiter la dissemination des souches epidermiques. Ainsi, Staphylococcus aureus, 
qui represente 80 a 90% des Staphylocoques isoles en clinique est un pa^hogene 
majeur de l'homme responsable de nombreuses infections en milieu hospitalier, tels 
que notamment lors de pneumonies nosocomiales, d'infections de plaies 
chirurgicales, d'infections de brulures, d'infections des corps etrangers (valves 
cardiaques, protheses de hanche, agrafes...) et d'infections systemiques ou de 
septicemics qui sont souvent dues a l'usage de catheters intra vasculaires, ou a la 
dissemination de la bacterie a partir d'un autre foyer infectieux. D'autres 
Staphylocoques font naturellement partie de la flore cutaneo-muqueuse de l'homme 
comme Staphylococcus epidermidis, mais possedent egalement un potentiel 
pathogene, qui s'exprime alors dans un contexte particulier: implantation de corps 
etrangers (prothese cafdiaque, sondes, catheters...) et/ou immunodeficience (sida, 
radioth^rapie, chimiotherapie, neonatalite. . .). 

II s'avere ainsi que n'importe quel Staphylocoque si6geant de facon permanente sur 
la peau et les muqueuses de l'homme presente un risque infectieux. Un diagnostic 
precoce de la presence de ces bacteries, ainsi que leur identification s'avere done 
essentiel. 



Ua premier examen mieroseopique permet, rapidetnent, de part .a morpholep des 
bacteries Gram positive Ws evocatrice, de suspecter la presence de Staphylocoques 
dans un echantillon bio.ogique, tel qu'un tehantillon sanguin ou an echantillon issu 
d'une plaie infectee. 

Si cet examen mieroseopique montre la presence de bacteries Gram positive un 
examen plus approfondi doit etre realise, a fi„ d'une part, de confirmer que'ees 
bacteries appartiennent bien au genre Staphylococcus, et s'assurer qu'il ne s'agit pas 
de bacteries Gram positive d'autres genre telles que des bacteries de genre 
Micrococcus et d'autre part d'identifier 1'espece a laquelle appartiennent ces 
bacteries {Staphylococcus epidermis, aureus...). Pour cela, on met en culture ces 
bactenes (sur milieu standard et milieu selectif de Chapman ) et on realise : 

• un diagnostic du genre auquel appartiennent ces bacteries. Ce diagnostic de 
genre pent etre realise par un test de sensibilite a la lysostaphine, au ly Sozy me 
ou a la nitrofurantoine, 

• an diagnoatto de Pespece a laquelle appartiennent ces bacteries qui peut etre 
realise notamment par des galeries d'identification. 

Les teehniques de biologie moleculaire sent egalement unlisees pour le diagnostic de 
genre et d'espece, et permettent d'etablir un diagnostic mpidement Le principe de 
fonctionnemen, de ces techniques repose principalement sur un des fondements de la 
btologie molfeulaire : le phenomena d'hybridation (voir par exemple A.C. Whelen 
et D. Peking, Annu. Rev. Microbiol., 1996, 50, p 349-373 ; J. M. Hunt et D H 
Persmg, « Bacteria detection » in DNA Probes, ed GH Keller and MM Macrak 
Stockton Press, 2 M edition, Section 13, p525-55). 

Le diagnostic de Pespece etfou de genre peut «re determine par .•utilisation de 
sondes d'hybridation. Lorsqu'on compare .e genome des different especes de 
bacteries de genre Staphylococcus, on peut distinguer des regions dites conserve 
dont la sequence est identique entre les differentes especes de bacteries de genre 
Staphylococcus (on parlera par la suite da « sequence cible conservee») e. des 
regtons dites speoifiques, don, la s^quenco est variable entre .es differentes espeees 
de bacteries de genre Staphylococcus et caracteristique de cheque espeoe (on parlera 
par la suite de « sequence cible sp&ifique,). u^.. ^ un 



diagnostic d'espece, on choisit une sonde d'hybridation, specifique d'une espece 
donnee, qui s'hybride par complementarity a une s6quence cible sp6cifique. 
Lorsqu'on souhaite realiser un diagnostic de genre, on choisit une sonde 
d'hybridation specifique de genre Staphylococcus, qui s'hybride, par 
complementary a une sequence cible conserves Ces techniques de biologie 
moleculaire faisant appel a des sondes d'hybridation sent bien connues de 1'homme 
du metier qui peut se referer notamment a un ouvrage de base tel que « Molecular 
cloning, a laboratory manual », voir notamment Chapitre 9 : « analysis and cloning 
of eukaryotic genomic DNA » et paragraphs 9.47 : « Hybridization of radiolabeled 
probes to immobilized nucleic acids »; J Sambrook, EF Fritsch, T Maniatis, (eds 
Cold Spring Harbor Laboratory Press). 

Toutefois, la quantity de bacteries etant generalement trop faible dans la plupart des 
prelevements cliniques, il est souvent necessaire d'augmenter, par une reaction 
^amplification enzymatique, la quantite de sequences cibles (conservees ou 
specifiques) susceptibles de s'hybrider a une sonde d'hybridation, afin d'augmenter 
la probability d'hybridation entre cette sequence cible et cette sonde d'hybridation. 
De telles techniques sont bien connues de 1'homme du metier et on peut citer 
notamment la PCR (Polymerase Chain Reaction), telle que decrite dans les brevets 
US-A-4,683,195, US-A-4,683,202 et US-A-4,800, 159. ■ 

Pour le diagnostic de bacteries de genre Staphylococcus, cette etape d'amplification 
est delicate car, ne connaissant ni 1'espece, ni le genre de bacteries. susceptible de 
contaminer l'6chantillon, on doit utiliser des amorces d'amplification permettant 
d'amplifier des sequences cibles uniquement de bacteries de genre Staphylococcus, 
mais ceci, quelque soit 1'espece de bacteries de genre Staphylococcus. De plus, du' 
fait de la grande variabilite du genome entre les differentes especes de bacteries de 
genre Staphylococcus, une amorce d'amplification conforme a la sequence connue 
d!une espece de genre Staphylococcus peut faillir a l'amplification d'une autre 
espece de genre Staphylococcus. Le choix des amorces d'amplification est done 



essentiel. 
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La presente invention fournit precisement de nouvelles amorces d 'amplification 
facilitant la detection et/ou l'identification d'un grand nombre d'espece de bacteries 
de genre Staphylococcus. 

D'une maniere surprenante, les inventeurs ont decouvert que les amorces 
d'amplification comprenant la SEQ ID N°l (5' TAA CCT ACC TAT AAG ACTG 
G 3') ou la SEQ ID N°2 (5' TC ACC CCA ATC ATT TGT CCC 3>) sont tres 
pertinentes pour amplifier des sequences cibles permettant non seulement de detecter 
des bacteries de genre Staphylococcus, mais egalement d'identifier un grand nombre 
d'espSces de bacteries de genre Staphylococcus. 

A ce titre, l'invention concerne un precede de detection et/ou d'identification de 
bacteries de genre Staphylococcus dans un echantillon biologique comprenant les 
Stapes suivantes : 

A. on extrait le materiel nucleique des bacteries de genre 
Staphylococcus, 

B. on amplifie au moins une sequence cible du materiel nucleique des 
bacteries de genre Staphylococcus grace a au moins une amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement au moins 
15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au moins une amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement au moins 
15 et encore plus pr6ferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°2 pour obtenir des amplicons de la 
sequence cible. 

C. on determine la presence de bacteries de genre Staphylococcus par la 
25 detection desdits amplicons. 

Au sens de la presente invention, les bacteries de genre Staphylococcus peuvent etre 
notamment des bacteries Staphylococcus arlettae ; Staphylococcus aureus.aureus ; 
Staphylococcus auricularis ; Staphylococcus capitis, capitis ; Staphylococcus 
capitis.ureolyticus ; Staphylococcus caprae ; Staphylococcus carnosus carnosus ; 
Staphylococcus carnosus utilis ; Staphylococcus chromogenes ; Staphylococcus 
cohnii cohnii ; Staphylococcus cohnii urealyticum ; Staphylococcus condimenti ; 
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Staphylococcus delphtni ; Staphylococcus epidermidis ; Staphylococcus equorum ; 
Staphylococcus gallinarum ; Staphylococcus haemolyticus ; Staphylococcus 
hominis.homlnis ; Staphylococcus hominis.novobiosepticus ; Staphylococcus hyicus 
; Staphylococcus intermedius ; Staphylococcus kloosii ; Staphylococcus lentus : 
Staphylococcus lugdunensis ; Staphylococcus pasteuri ; Staphylococcus 
piscifermentans ; Staphylococcus pulvereri ; Staphylococcus saprophyticus.bovis ■ 
Staphylococcus saprophytics . saprophytic^ ; Staphylococcus schleiferi.coagulans • 
Staphylococcus schleiferUchleiferi ; Staphylococcus sciuri ; Staphylococcus 
simulans ; Staphylococcus vitulinus ; Staphylococcus warneri ■ Staphylococcus 
xylosus 

Au sens de la presente invention, on entend par echantillon bjdojagua tout 
echantillon susceptible de contenir un materiel nucleique tel que defini ci apres Get 
echantillon biologique peut etre preleve chez un patient et peut etre notamment un 
echantillon de tissus infectes, de prelevements nasaux, de sang, de serum, de salive 
de cellules circulantes du patient. On dispose de cet echantillon biologique par tout 
type de prelevement connu de 1'homme du metier. Cet echantillon biologique peut 
egalement etre un echantillon alimentaire, d'eau, de lait, aliment d'origine animale, 
prelevements veterinaires (tissus infectees...). . 

Au sens de la presente invention, le mg&idmfc comprend une 
d'aades nucleiques telle que sequence decides d6soxyribonucleiques (ADN) ou 
decides ribonucleiques (ARM). Par sequence d'acides nucleiques (ou fragment 
nucleotidique ou oligonucleotide, ou polynucleotide), on entend un enchainement de 
motifs nucleotides assembles entre eux par des liaisons ester phosphorique 
caracterise par la sequence informationnelle des acides nucleiques naturels' 
susceptibles de. s'hybrider a une autre sequence d'acides nucleiques, I'enchatnement' 
pouvant contenir des monomeres de structures differentes et etre obtenu a partir 
d'une molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par recombinaison genetique et/ou 
par synthase chimique. Par motif nucleique, on entend un derive d'un monomere qui 
peut etre un nucleotide naturel d'acide nucleique dont les elements constitutifs sont 
un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; dans l'ADN le sucre est le 
de.oxy-2-ribose, dans l'ARN le sucre est le ribose ; selon qu'il s'agisse de 1'APN ou 
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l'ARN, la base azotee est choisie parmi l'adenine, la guanine, l'uracile, la cytosine, la 
thymine ; ou bien le monomere est un nucleotide modifie dans l*un au moins des 
trois elements constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut intervenir soit au 
niveau des bases, avec des bases modifiees telles que l'inosine, la 
5 m6thyl-5desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-Sdesoxyuridine, la 
diamino-2,6-purine, la bromo-5d6soxyuridine ou toute autre base modifiee capable 
d'hybridation, soit au niveau du sucre, par exemple le remplacement d»au moins un 
desoxyribose par un polyamide (P.E. Nielsen et al, Science, 254, 1497-1500 (1991), 
soit encore au niveau du groupement phosphate, par exemple son remplacement par 
10 des esters notamment choisis parmi les diphosphates, alkyl- et aryl-phosphonates et 
phosphorothioates. 

Selon un mode prefer* de realisation de l'invention, le materiel nucleique comprend 
une sequence d'acides desoxyribonucleiques. 

Cette sequence d'acides nucleiques comprend au moins une sequence cible. Par 
15 sequence cible , on entend une sequence dont l'enchainement en motifs 
nucleotidiques permet de determiner la presence d'une bacterie de genre 
Staphylococcus et/ou d'identifier l'espece de bacterie de genre Staphylococcus. Cette 
sequence cible comprend au moins une sequence cible conserve, c'est a dire une 
sequence dont l'enchainement en motifs nucleotidiques permet de determiner la 
20 presence de n'importe quelle espece de bacteries de genre Staphylococcus. La 
sequence cible peut comprendre, en outre, au moins une sequence cible spScifique, 
c'est a dire une sequence dont l'enchainement en motifs nucleotidiques permet 
d'identifier une espece donnee de bacterie de genre Staphylococcus. Selon un mode 
encore plus prefere de realisation de l'invention, la sequence cible specifique est 
25 comprise entre deux sequences cibles conserves. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, le materiel nucleique est extrait 
d'un echantillon biologique preleve chez un patient. 

Au sens de la presente invention, on entend par amorce d' amp 1ifi^n^ une 
sdquence nucleique comprenant de 5 a 100 motifs nucleotidiques, pr6ferentiellement 
de 15 a 25 motifs nucleotidiques permettant rinitiation d'une polymerisation 
enzymatique, telle que notamment une reaction d'amplification enzymatique. Cette 
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amorce d'antplification comprend au moins 10, praKrenliellement 15 et encore plus 
prffSrentiellemen, 20 motifs nucl&tidiques de la SEQ ID N°l o„ au moins 10 
preferentieUemen, 15 et encore plus pref&entiellemen. 20 motifs nucleotides de 
la SEQ ID m. Au sens de la prfsente invention, une amorce ^amplification 
comprenant 

• une sequence homologue a la SEQ ID N°l ou la SEQ ID N°2, c'est a dire 

o la sequence complementaire ou suffisamment complementaire de la 
SEQ ID N°l ou 2 

o une sequence presentant une homologie suffisante pour s'hybrider a 
la SEQ ID N°l ou a la SEQ ID °2 ou a la sequence complementaire a 
la SEQ ID N° 1 ou a la SEQ ID N°2, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 (ou 

une sequence homologue a SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 telle que defmie 

precedemment) dans laquelle les bases uracile sont substitutes aux bases 
thymine, 

et ,ui aurai, U m«me taction ,ne 1'amorce d'ampliflcation selon .-invention c'est a 
dire pennetire .-amplification d'un gmnd nombre d-especes de bacteries de gem. 
StopHy.ococcus, est considfcee comma equivalente a .-amorce d'amplification selon 
linventidn,. 

P« ti^J^mmmm^mmms, on entend un processus gfo^t de 
mutaples copies (ou amplicons) d-une sequence nucKique par Taction d'au moms 
une enzyme. De telles reaction d'amplification son. bien connnea de 1-homme du 
metier e. on peut citer notammen. la PCR (Polymerase Chain Reaction), telle que 
decnte dans les brevets US-A-4,„83,195, US-A-4,683,202 et US-A-4,800 159 • la 
LCR (Ltgase Chain Reaction), exppsee par exemple dans la demande de b re vet EP- 
A-0 201 ,84 ; la RCR (Repair Chain Reaction), decnte dans la demande de breve, 
WO-A-90/0,069 ; ,a 3SR (Self Sustained Stance Replication) avec la demande de 
breve, WO-A-90/0o995 ; ,a NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) 

Z- " WO - A - 9,/028 ' 8 - - ™» * IMA (Transcnption 

Med,a,ed Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491. ,a suite de .'expose 

on parlem de sconce cible qu'elle soit en simple bnn ou en double bnn 
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Lors de l'6tape A. on extrait le materiel nucleique par tout protocole connu de 
l'homme du metier. A titre indicatif, 1 'extraction d'acides nucleique peut etre 
realisee par une etape de lyse des cellules presentes dans Pechantillon biologique, 
afin de liberer les acides nucl&ques contenus dans les enveloppes proteiques et/ou 
5 lipidiques des microorganismes (comme des debris cellulaires qui perturbent les 
reactions ulterieures). A titre d'exemple, on peut utiliser les methodes de lyse telles 
que decrite dans les demandes de brevet WOOO/05338 sur la lyse mixte magnetique 
et mecanique, WO99/53304 sur la lyse electrique, et W099/15321 sur la lyse 
mecanique. 

.0 L'homme du metier pourra utiliser d'autres m&hodes de lyse bien connues, telles que 
les chocs thermiques ou osmotiques ou les lyses chimiques par des agents 
chaotropiques tels que les sels de guanidium (US 5,234,809). Cette etape de lyse 
peut egalement dtre suivie d'une etape de purification, permettant la separation entre 
les acides nucleiques et les autres constituants cellulaires relargues dans l'etape de 

15 lyse. Cette etape permet generalement de concentrer les acides nucleiques, et peut 
etre adapte a la purification d'ADN ou d'ARN. A titre d'exemple, on peut utiliser 
des particules magnetiques eventuellement revStues d'oligonucleotides, par 
adsorption ou covalence (voir a ce sujet les brevets US 4,672,040 et US 5,750,338), 
et ainsi purifier les acides nucleiques qui se sont fixes sur ces particules 

>0 magnetiques, par une etape de lavage. Cette etape de purification des acides 
nucleiques est particulierement interessante si Ton souhaite amplifier ulteneurernent 
lesdits acides nucleiques. Un mode de realisation particulierement interessant de ces 
particules magnetiques est decrit dans les demandes de brevet WO97/45202 et 
WO99/35500. Un autre exemple interessant de methode de purification des acides 

15 nucleiques est 1'utilisation de silice soit sous forme de colonne, soit sous forme de 
particules inertes (Boom R. et al., J. Clin. Microbiol., 1990, n°28(3), p. 495-503) ou 
magnetiques (Merck: MagPrep® Silica, Promega: MagneSil™ Paramagnetic 
particles). D'autres methodes tres repandues reposent sur des resines echangeuses 
d'ions en colonne ou en format particulaire paramagnetique (Whatman: DEAE- 

i0 Magarose) (Levison PR et al., J. Chromatography, 1998, p. 337-344). Une autre 



methode tres pertinente mais non exclusive pour l'invention est celle de l'adsorption 
sur support d'oxyde metallique (societe Xtrana: matrice Xtra-Bind™). 
Lorsque l'on souhaite extraire specifiquement l'ADN d'un echantillon biologique, 
on peut notamment realiser une extraction par du phenol, du chloroforme et de 
l'alcool pour eliminer les proteines et precipiter l'ADN avec de l'alcool 100%. 
L'ADN peut alors &re culote par centrifugation, lave et remis en suspension . 
Lors de l'etape B, on amnlifie au moins une sequence c\hU du materiel nucleique 
par l'une quelconque des reactions d'amplification enzymatique telles que d<§finies 
precedemment. Ces techniques mettent generalement une succession de cycle 
comprenant les ef apes suivantes : 

o la denaturation de la sequence cible si celle ci est en double brin afin 

d'obtenir deux brins bibles, complementaires, 
o l'hybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de l'etape de 

denaturation pr6cedente avec au moins une amorce d'amplification , •, 
b la formation a partir des amorces d'amplification des brins complementaires. 

aux brins sur lesquels elles sont hybridees en presence d'une enzyme 

polymerase et de nucleosides triphosphate (ribonucleoside triphosphate et/ou 

desoxyribonucleoside triphosphate selon les techniques) 
ce cycle etant repet6 un nombre de fois determine pour obtenir la sdquence cible 
dans une proportion suffisante pour permettre sa detection. 

Par hybridation, on entend le processus au couis duquel, dans des conditions 
appropriees, deux sequences nucleiques telle que notamment une amorce 
d'amplification et une sequence cible ou une sonde d 'hybridation et une sequence 
cible, se Kent avec des liaisons hydrogenes stables et specifiques pour former un 
double brin. Ces liaisons hydrogenes se ferment entre les bases complementaires 
Adenine (A) et thymine (T) (ou uracile (U)) (on parte de liaison A-T) ou entre les 
bases complementaires Guanine (G) et cytosine (C) (on parle de liaison G-C). 
L'hybridation de deux sequences nucleiques peut etre totale (on parte alors de 
sequences complementaires), c'est a dire que le double brin obtenu lors de cette 
hybridation comprend uniquement des liaisons A-T et .des liaisons C-G. Cette 
hybridation peut etre partielle (on parle alors de sequences suffisamment 
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complementaires), c'est a dire que le double brin obtenu comprend des liaisons A-T 
et des liaisons C-G permettant de former le double brin, mais egalement des bases 
non liees a une base complements. L'hybridation entre deux sequences 
complementaires ou suffisamment complementaires depend des conditions 
operatoires qui sont utilisees, et notamment de la stringence. La stringence est 
definie notamment en fonction de la composition en bases des deux sequences 
nucleiques, ainsi que par le degre de mesappariement entre ces deux sequences 
nucleiques. La stringence peut egalement etre fonction des parametres de la reaction, 
tels que la concentration et le type d'especes ioniques presentes dans la solution 
d'hybridation, la nature et la concentration d'agents denaturants et/ou la temperature 
d'hybridation. Toutes ces donnees sont bien connues et les conditions appropriees 
peuvent etre determinees par rhomme du metier. En general, selon la longueur des 
sequences nucleiques que Ton souhaite hybrider, la temperature d'hybridation est 
comprise entre environ 20 et 70°C, en particulier entre 35 et 65°C dans une solution 
saline a une concentration d'environ 0,5 a 1 M. Lors de 1'etape d'hybridation, 
l'amorce d'amplification selon 1'invention s'hybride preferentiellement sur une 
sequence cible conservde. 

Selon un mode prefere de realisation de 1'invention, on amplifie au moins une 
sequence cible par PCR. Cette reaction d'amplification peut etre realisee par 
l'hybridation de deux amorces d'amplification qui s'hybrident a chaque extremite de 
la sequence cible que Von souhaite amplifier. Preferentiellement, chaque amorce 
d'amplification s'hybride sur une sequence cible conservee. A titre indicatif, 
lorsqu'on utilise une amorce d'amplification comprenant 20 motifs nucleotidiques' 
de la SEQ ID N°l et une amorce d'amplification comprenant 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°2, on amplifie une sequence cible d'une taille de 
1375 paires de base. Cette sequence cible correspondrait par exemple a la sequence 
128-1503 du genome de Staphylococcus aureus (reference Genbank X68417). 
Selon un mode prefere de realisation de 1'invention, lorsqu'on utilise une amorce 
d'amplification comprenant 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et une 
amorce d'amplification comprenant 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2 en 
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PCR, chaque cycle de la reaction d'amplification enzymatique comprend les etapes 
suivantes : . 

o la denaturation de la sequence cible si celle ci est en double brin (et/ou la 
denaturation de la sequence cible et de l'amplicon a partir du 2* M ° cycle), 
realisee preferentiellement a une temperature comprise entre 90 et 99°C, et 
encore plus preferentiellement entre 94 .et .95 °C, pour une duree 
preferentiellement comprise entre 20 et 40 secondes, et encore plus 
preferentiellement pour une dur6e comprise entre 25 et 35 secondes 
o l'hybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de l'etape de 
denaturation pr6c6dente avec au moins une amorce d'amplification, realisee 
preferentiellement a une temperature comprise entre 50 et 60 °C, et encore 
plus preferentiellement entre 53 et 57 °C, pour une duree preferentiellement 
comprise entre 20 et 40 secondes, et encore plus preferentiellement pour une 
duree comprise entre 25 et 35 secondes 
o la formation a partir des amorces d'amplification de copies de la sequence 
cible (ou amplicons), realisee preferentiellement a une temperature comprise 
entre 65 et 80°C, et encore plus preferentiellement entre 70 et 74 °C, pour 
une duree preferentiellement comprise entre 45 et 75 secondes, et encore plus 
preferentiellement pour une duree comprise entre 55 et 65 secondes 

ce cycle etant repete preferentiellement de 25 a 35 fois, et encore plus 

preferentiellement 30 fois. 

Au sens de la pr&ente invention, on entend par amplicons les copies de la sequence 
cible obtenues lors d'une reaction d'amplification enzymatique. 
La detection des amplicons lors de Vttny r C, pent etre realisee par tous les 
protocoles connus de, I'homme du metier concernant la detection d'acides 
nucleiques. A titre indicatif, cette detection pent 6tre realisee apres migration par 
eiectrophorese des amplicons qui migre en fonction de leur taille. Le gel et le milieu 
de migration peuvent comprtodre du bromure d'ethydium afin de permettre la 
detection directe des amplicons lorsque le gel est place, apre S( un temps de migration 
donn6, sur une table lumineuse a rayons UV (ultra violet) par l'emission d'un signal 
lumineux. Ces techniques d'electrophorese sont bien connus de I'homme du metier 
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Les araplicons peuvent egalement etre detectes et quantifies par l'utilisation d'une 
gamme de quantification obtenue par une reaction d'amplification conduite jusqu'a 
saturation. 

On peut egalement utiliser des sondes d'hybridation pour detecter la presence des 
5 amplicons. Au sens de la presente invention, on entend par sonde d'hvbridatinn une 
sequence nucleique de 5 a 100 motifs nucleotidiques, notamment de 15 a 35 motifs 
nucleotidiques, possedant une specificite d'hybridation dans des conditions 
determinees pour former un complexe d'hybridation avec une sequence nucleique 
cible. La sonde d'hybridation peut comprendre un marqueur permettant sa detection. 

10 On parle alors de sondes de detection. Par detection on entend soit une detection 
directe par une methode physique, soit une detection indirecte par une methode de 
detection a l'aide d'un marqueur. De nombreuses methodes de detection existent 
pour la detection des acides nucleiques. [Voir par exemple Kricka et at., Clinical 
Chemistry, 1999, n° 45(4), p.453-458 ou Keller G.H. et al„ DNA Probes, 2nd Ed., 

15 Stockton Press, 1993, sections 5 et 6, p.173-249]. Par marqueur . on entend un 
traceur capable d'engendrer un signal que l'on peut detecter. Une liste non limitative 
de ces traceurs comprend les enzymes qui produisent un signal detectable par 
exemple par colorimetrie, fluorescence ou luminescence, comme la peroxydase de 
raifort, la phosphatase alcaline, la beta galactosidase, la glucose-6-phosphate 

20 dehydrogenase; les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents 
ou colorants ; les groupements a densite eiectronique detectables par microscopie 
eiectronique ou par leurs proprietes eiectriques comme la conductivite, par les 
methodes d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des mesures d'impedance ; les 
groupements detectables par des methodes optiques comme la diffraction, la 

25 resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou par des methodes 
physiques comme la spectroscopic de force atomique, l'effet tunnel, etc. ; les 
molecules radioactives comme 32 P, 35 S ou )25 I. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, le procede tel que defini ci 
30 dessus comprend en outre l'etape suivante : 
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D. on identifie 1'espece de bacteries de genre Staphylococcus par 
l'utilisation d'au moins une sonde d'hybridation capable de s'hybrider 
sur une sequence cible specifique d'une espece de bacteries de genre 
Staphylococcus. 

Par sonde d'hybridation cap able de s'hybrider sur yng sequent gjble SBjcjfigue 
d'une espece de bacteries de P enr e Staphy lococci, on entend une sonde 
d'hybridation telle que definie preeminent, qui comprend au moins une sequence 
complements ou suffisamment complementaire a une sequence cible specifique 
d'une espece de bacteries de genre Staphylococcus. Au sens de la presente invention 
la sonde d'hybridation pent etre une sonde dite de detection Dans ce cas, la sondi 
dite de detection est marquee au moyen d'un marqueur tel que defini precedemment. 
Grace a la presence de ce marqueur, on pent detecter la presence d'une reaction 
d'hybridation entre une sonde de detection donnee et la sequence cible specifique 
d'une espece donnee. La presence d'une telle reaction d'hybridation permet ainsi 
d'identifier une espece donnee de bacteries de genre Staphylococcus. La sonde 
d'hybridation peut etre egalement une sonde dite <jg gjeture Dans ce cas, la sonde 
dite de capture est immobilisee ou immobilisable sur un support solide par tout 
moyen approprie, c'est-a-dire directement ou indirectenient par exemple par • 
covalence ou adsorption. On detecte alors la faction d'hybridation entre une sonde 
de capture donnee et une sequence cible specifique de 1'espece dbnnee ce qui permet 
d'identifier 1'espece bacterienne. Pour la diction de la reaction d'hybridation on 
utilise preferentiellement des sequences cibles marquees, directement (notamment 
par rincorporation d'un marqueur au sein de la sequence cible) ou indirectement 
(notamment par 1'utilisation d'une sonde de detection telle que definie 
precedemment) la sequence cible. On peut notamment realiser avant 1'etape 
d'hybridation une etape de marquage et/ou de clivage de la sequence cible, par 
exemple en utilisant un desoxyribonuclSotide triphosphate marque lors de la reaction 
d'amplification enzymatique. Le'clivage peut etre realist notamment par Taction de 
Imidazole et de chlorure de manganese. La sequence cible peut aussi etre marque 
apres 1'etape d'amplification, par exemple en hybridant une sonde de detection selon 
la technique d'hybridation sandwich decrite dans Ie document WO 91/19812 Un 
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autre mode particulier preferentiel de marquage decides nucleiques est decrit dans 
la demande FR2 780 059. 

Comme support solide, on pent utiliser des materiaux de synthase ou des materiaux 
naturels, eventuellement modifies chimiquement, notamment les polysaccharides 
tels que les materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des derives de 
cellulose tels que 1'acetate de cellulose et la nitrocellulose ou le dextrane, des 
polymeres, des copolymer, notamment a base de monomeres du type styrene des 
fibres naturelles telies que le coton, et des fibres synthetiques telles que le nyion • 
des materiaux mineraux tels que la silice, le quartz, des verres, des ceramiques ; des" 
latex ; des particules magnetiques ; des derives metalliques, des gels etc. Le support 
solide pent etre sous la forme dWe plaque de microtitration, d'une membrane 
comme decrit dans la demande WO 94/12670, d'une particule. On peut egalement 
immobiliser sur le support plusieurs sondes de capture differentes, chacune etant 
specxfique d'une espece de bacterid de genre Staphylococcus. Selon un mode 
prefere de realisation de 1'invention, on utilise comme support une biopuce sur 
laquelle sont immobilisees un grand nombre de sondes de capture differentes Par 
biopuce, on entend un support solide de dimension reduite ou sont fixee une 
multitude de sondes de capture a des positions predetermines. Le concept de 
b 10 puce, ou puce a ADN, date du debut des annees 90 et repose sur une technologie 
plundxsciplinaire integrant la micro-electronique, la chimie des acides nucleiques 
Panalyse damages et rinformatique. On peut citer a titre indicatif, les puces a ADN 
mxses au point par la societe Affymetrix ("Accessing Genetic Information with 
High-Density DNA arrays", M. Chee et al., Science, 1996, 274, 610-614 "Light 
generated oligonucleotide arrays for rapide DNA sequence analysis", A Caviani 
Pease et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026), pour les diagnostics 
moleculaires. D'autres exemples de biopuces sont dormts dans les publications de G 
Ramsay, Nature Biotechnology, 1998, n°16, p. 40-44 ; F. Ginot, Human Mutation 
1997, n°10, p.1-10 ; J. Cheng et al, Molecular diagnosis, 1996, n°l(3), p 183-200 • 
T. Livache et al, Nucleic Acids Research, 1994, n° 22(15), p. 2915-2921 • J Cheng 
et al, Nature Biotechnology, 1998, n° 16, p. 541-546 ou dans les brevets US 
4,981,783, US 5,700,637, US 5,445,934, US 5,744,305 et US 5,807 522 La 
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caracteristique principale du support solide doit etre de conserver les caracteristiques 
d'hybridation des sondes de capture sur les sequences cible tout en generant un bruit 
de fond minimum pour la methode de detection. La m6thode des biopuces repose sur 
l'emploi de sondes de capture fixees sur un support solide sur lesquelles on fait agir 
des sequences nucleiques cibles marqu6s directement ou indirectement avec par 
exemple des fluorochromes. Les sondes de capture sont positionnees de maniere 
specifique sur le support ou puce et chaque hybridation donne une information 
particuliere, en relation avec la sequence nucleique cible. Apres hybridation, le 
support ou puce est lav6(e), et la reaction d'hybridation entre une sequence nucleique 
cible marquee et une sonde de capture peut 6tre detecte par l'utilisation d'un ligand 
de forte affinite lie par exemple a un marqueur de type fluorochrome. La 
fluorescence est lue par exemple par un scanner et l'analyse de la fluorescence est 
traitee par informatique. La presence d'une reaction d'hybridation entre une sonde de 
capture donnee et une sequence cible specifique d'une espece donnee permet ainsi,, 
d'identifier l'espece donnee de bacteries de genre Staphylococcias. 

L'invention conceme 6galement une amorce d'amplification caracteris^e en ce 
qu'elle comprend au moins 10, preferentiellement au moins ,15 et encore plus 
pref6rentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et une 
amorce d'amplification caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 10, 
preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 

Pr6ferentiellement, l'amorce d'amplification selon l'invention comprend au moins 
10, preferentiellement au moins 15 en encore plus preferentiellement au moins 20 
motifs nucleotidiques contigus de la SEQID..N°1 ou au moins 10, preferentiellement 
au moins 15 en encore plus preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques 
contigus de la SEQ ID N°2,. 

- ■ - 

Au sens de la pr&ente invention, "une amorce d'amplification comprenant 

• une sequence homologue a la SEQ ID N°l ou la SEQ ID N°2, c'est a dire 

o la sequence complementaire ou suffisamment complementaire de la 
SEQIDN 0 lou2 
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o une sequence presentant 80 % d'homologie avec la SEQ ID N°l ou la 
SEQ ID N°2, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 (ou 
une sequence homologue a SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 telle que definie 
precedemment) dans laquelle les bases uracile sont substitutes aux bases 
thymine, ou dans laquelle au moins une base est substituee par une base 
universelle telle que l'inosine, 
et qui aurait la meme fonction que l'amorce d'amplification selon l'invention, c'est a 
dire permettre 1 'amplification d'un grand nombre d'especes de bacteries de genre 
Staphylococcus, est consideree comme equivalente a l'amorce d'amplification selon 
l'invention. 

L'invention concerne egalement une paire d'amorces d'amplification caracterise en 
ce qu'elle comprend une amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°l et une amorce d'amplification comprenant au 
moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 
20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2. Cette paire d'amorce est 
preferentiellement utilisee dans une reaction d'amplification enzymatique telle que 
laPCR. 

L'invention concerne egalement l'utilisation d'au moins une amorce comprenant au 
moins 10, pr6ferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 
20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au moins une amorce comprenant 
au moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au 
moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2 pour la detection et/ou 
25 1 'identification de bacteries appartenant au genre Staphylococcus. 

L'invention concerne enfin un kit de diagnostic de bacteries de genre Staphylococcus 
comprenant au moins une amorce comprenant au moins 10, preferentiellement au 
moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la 
SEQ ID N°l et/ou au moins une amorce comprenant au moins 10, preferentiellement 
au moins 15 et encore plus pr6ferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de 
la SEQ ID N°2. 
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L'invention concerne egalement une sonde d'hybridation caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus 
preferentiellement au moins 20 motifs nucleotides de la SEQ ID N°l et une 
sonde d'hybridation caracteris#e en ce qu'elle comprend au moins 10, 
preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 

Preferentiellement, la sonde d'hybridation selon l'invention comprend au moins 10, 
preferentiellement au moins 1 5 en encore plus preferentiellement au moins 20 motifs' 
nucleotidiques contigus de la SEQ ID N°l ou au moins 10, preferentiellement au 
moins 15. en encore plus preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques 
contigus de la SEQ ID N°2. 

Au sens de la presente invention, une sonde d'hybridation comprenant 

• une sequence homplogue a la SEQ ID N°l ou la SEQ ID N°2, c'est a direj 

o la sequence complementaire ou suffisamment complementaire dela 
SEQ ID N°l ou2 ; 

o une sequence presentant 80 % d'homologie avec la SEQ IDN°1 ou la 
SEQ ID N°2, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 (ou 
une s6querice homologue a SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 telle que definie . 
precedemment) dans laquelle les bases uracile sont substitutes aux bases 
thymine, ou dans laquelle au moins une base est substitute par une base 
universale telle que I'inosine, 

et qui aurait la m&ne fonction que la sonde d'hybridation selon l'invention, c'est a 
dire permettre la detection d'un grand nombre d'especes de bacteries de genre 
Staphylococcus, est considtree. comme equivalente a la sonde d'hybridation selon 
l'invention. 

La sonde d'hybridation selon i 'invention pent etre une sonde de detection ou une 
sonde de capture telles que definies precedemment. , 
L'invention concerne egalement l'utilisation d'au moins. une sonde d'hydridation 
comprenant au moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus 
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preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au 
moins une sonde d'hybridation comprenant au moins 10, preferentiellement au 
moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la 
SEQ ID N°2 pour la detection et/ou 1 'identification de bacteries appartenant au genre 
Staphylococcus. 

L'invention concerne egalement un kit de diagnostic de bacteries de genre 
Staphylococcus comprenant au moins une sonde d'hybridation comprenant au moins 
10, preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 
motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au moins une sonde d'hybridation 
comprenant au moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus 
preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 
L'invention concerne enfin une composition pour la detection de bacteries de genre 
Staphylococcus comprenant au moins une sonde d'hybridation comprenant au moins 
10, preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 
motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au moins une sonde d'hybridation 
comprenant au moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus 
preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 

La figure suivante est donn6e a titre illustratif et n'a aucun caractere limitatif. 
Elle permettra demieux comprendre Tinvention. 

La figure 1 presente une photographie d'un gel d'electrophorese tel qu'obtenu apres 
migration de differents amplicons obtenus selon l'exemple ci apres, deposes dans les 
puits 1 a 15. Les amplicons provenaient de differentes especes de bacteries de genre 
Staphylococcus (puits 1 : Puits 1: Staphylococcus cohnii ssp cohnii; Puits 2: 
Staphylococcus cohnii ssp urealyticum: Puits 3: Staphylococcus intermedins; Puits 4 
: Staphylococcus xylosus; Puits 5 : Staphylococcus pasteuri) et d'especes de 
bacteries n'appartenant pas au genre Staphylococcus (Puits 6: Streptococcus 
pneumoniae; Puits 7: Klebsiella pneumoniae; Puits 8: Pseudomonas aeruginosa; 
Puits 9 :Enterococcus faecalis; Puits 10: Enterobacter cloacae; Puits 11: Proteus 
mirabilis; Puits 12: Streptococcus agalactiae; Puits 13: Citrobacter jreundii; Puits 
14 : Salmonella enteritidis; Puits 15: Stenotrophomonas maltophila). La bonne taille 
des amplicons a ete verifiee par la migration simultanee d'un marqueur de taille (puit 
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M). La presence de bacterie de genre Staphylococcus etait confirmee par la presence 
d'une bande de la taille attendue, correspondant a un amplicon de l,4kB environ 
(puits 1 a 5), alors qu'aucune bande n'etait observee pour les bacteries n'appartenant 
pas au genre Staphylococcus (puits 6 a 15). Le puits T(-) correspond a un tube 
temoin negatif. 

Les exemples suivants sont donnes a titre illustratif et n'ont aucun caractere 
limitatif. lis permettront de mieux comprendre 1 'invention. 

1/Mise en culture de bactenes : 31 especes de bactenes de genre Staphylococcus 
ainsi que 1 1 especes de bacteries n'appartenant pas au genre Staphylococcus (tableau 
1) ont ete- mise en culture siir milieu g61ose trypcase-soja par une incubation a 37°C 
durant une nuit. Le n° de collection des especes de bacteries mises en culture est 
indique dans le tableau 1 ci apres (ATCC : American type culture collection ; DSM : 
Deutsche Sammlung von. Mikroorganismen; CCM : Czech collection of 
microorganisms; CCUG : Culture collection, universite de Goteborg, Suede). 
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Tableau 1 - Genre et espfece de bacteries testees dans le proc£d<§ selon 

l'invention 



Genre 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



arlettae 



Espfece 



aureus. aureus 



aureus. aureus 



auricularis 



n° collection 



ATCC43957 



ATCC 25923 



ATCC35844T 



ATCC33753T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 
Staphylococcus 



Staphylococcus 



capitis.capitis 



capitis, ureolyticus 



caprae 



carnosus carnosus 



ATCC27840T 



ATCC49325 



ATCC35538T 



ATCC51365T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



carnosus utilis 



chromogenes 



cohnii cohnii 



cohnii urealyticum 
condimenti 



DSM11676T 



ATCC43764T 



ATCC29974T 



ATCC49330T 



DSM11674T 



Staphylococcus 



delphini 



ATCC49171T 



Staphylococcus 



epidermidis 



ATCC14990T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



equorum 



gall'marum 



haemolyticus 



hominis. hominis 



hominis.novobiosepiicus 



hyicus 



intermedius 



kloosii 



lentus 



lugdunensis 



pasteuri 



piscifermentans 



ATCC43958T 



ATCC35539T 



ATCC2997QT 



ATCC27844T 



CCUG 42399T 



ATCCI 1249T 



ATCC29663T 



ATCC43959T 



ATCC29070T 



ATCC43809T 



ATCC51129T 



ATCC51136T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



pulvereri 



saprophytics, bovis 



saprophyticus.saprovhyticus 



schleiferLcoazidans 



schleiferi.schleiferi 



ATCC51698T 



CCM4410T 



ATCC15305T 



CCUG37248T 



ATCC43Q8T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



sciuri 



simulans 



ATCC 29062T 



ATCC27848T 



Staphylococcus 



vitulinus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Escherichia 



Streptococcus 



Klebsiella 



warneri * 



xylosus 



coli 



pneumoniae 



pneumoniae 



ATCC27836T 



ATCC 2997 IT 



ATCCI 1775T 



ATCC33400T 



ATCC13883T 



Enterococcus 



aeruginosa 



faecalis 



ATCC10145T 



ATCC19433T 



Proteus 



Streptococcus 



cloacae 



mirabilis 



agalactiae 



ATCC13047T 



ATCC299Q6T 



Citrobacter 
Salmonella 
Stenotrophomonas 



feundii 
enteritidis 



ATCC8090T 
ATCC 13076 
ATCC13637T 
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Une suspension homogene a environ 10 8 CFU/ml dans de l'eau sterile a ete preparee 
a partir des differentes colonies de bacteries cultivees, par un densitometre 
bioMerieux (ref 99234). Les bacteries contenues dans un volume de 600 ul de cette 
suspension ont ete lys6es mecaniquement afin d'extraire leur materiel nucleique. 
5 L'amplification a ete realis6e sur ce lysat de bacteries. 

2) Amplification d'une sequence cible de bacteries de eenre Sta ph ylococcus par 
Polymerase Chain faction ( PCR)- l'amplification d'une sequence cible a ete 
realisee par PCR pour chaque souche bacterienne, par l'utilisation d'un kit Expand 
high fidelity de Roche (ref 11732650). Les PCR ont ete effectuees a l'aide du kit 

10 Fast-Start™ (Roche Molecular Biocheniicals). Chaque PCR a et6 effectuee dans un 
volume final de 50 ul contenant du MgC12 (0,25mM), des deoxynucleotides 
triphosphate (0,25 mM Roche), 0,3 uM de l'amorce d'amplification comprenant 20 
motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l (5' TAACCTACCTATAAGACTGG 3') et 
0,3 uM de l'amorce d'amplification comprenant 20 motifs nucleotidiques- de la SEQ 
ID N°2 (5' TC ACC CCA ATC ATT TGT CCC 3') et 0,05 U du flange de 
polymerases Expand high fidelity du kit afin d'obtenir un volume reactibnnel final 
de50ul. 

Apres 4 min a 95°C, 30 cycles de PCR ont ete. realises. Chaque cycle comprenait une 
etape de denaturation (30 s a 95°C) ; une etape d'hybridation des amorces 
20 d'amplification-sur la sequence cible (30 s a 55°C) ; une etape de formation des 
amplicons (1 min a 72°C). Une extension finale de 7 min a 12°C terminait la 
r6action d'amplification enzymatique. 

3) Verification de I •amplification : La qualite de l'amplification a ete verifi6e sur gel 
1,5% d'agarose dans du tampon TBE 0,5X, apres coloration au bromure d'ethidium. 

25 La bonne taille des. amplicons a 6te yerifife par la migration simultanee d'un 
marqueur de taille (Smart Ladder, Eurogentec). La presence de bacterie de genre 
Staphylococcus etait confirmee par la pr6sence d'une bande de la taille attendue, 
correspondant a un amplicon de l,4kB environ, alors qu'aucune bande n'etait 
observee pour les bacteries n'appartenant pas au genre Staphylococcus. 

4) Sensibilite des amorces d'amyMcatinn s e lon I 'inventing : ] a sensibilite des 
amorces a 6t6 testee sur de l'ADN genomique. Pour cela, une gamme d'ADN 
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genomique (2.10 7 ; 2.10 6 ; 2.10 s ; 2.10 4 ; 2.10 3 ; 2.10 2 et 2.10' copies / ul) ete 
realisee pour sensibilite des amorces et teste en PCR selon un protocole comparable 
a celui decrit dans le paragraphe 2) de l'exemple. Des amplicons etaient obtenus 
pour des concentrations d'ADN genomique superieures ou egales a 2.10 s copies/ul. 
5) Specificite des amorces : un amplicon d'environ 1400 paires de bases a ete obtenu 
pour chacune des 39 especes de bacteries de genre Staphylococcus alors qu'aucun 
amplicon n'a ete gener6 pour les autres especes de bacteries n'appartenant pas au 
genre Staphylococcus montrant ainsi la tres bonne specificite des amorces selon 
l'invention, et plus particulierement de la paire d'amorces selon l'invention. A titre 
indicatif, un exemple de gel d'electrophordse obtenue apres migration de differents 
amplicons provenant de differentes especes de bacteries de genre Staphylococcus 
(Staphylococcus cohnii ssp cohnii; Staphylococcus cohnii ssp urealyticum ; 
Staphylococcus intennedius; Staphylococcus xylosus; Staphylococcus pasteuri) et 
d'especes de bacteries n'appartenant pas au genre Staphylococcus (Streptococcus 
pneumoniae; Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa;:Enterococcus 
faecalis; Enterobacter cloacae; Proteus mirabilis; Streptococcus agalactiae; 
Citrobacter jreundii; Salmonella enteritidis; Stenotrophomonas maltophila) est 
presents figure 1. 

Le rendement d'amplification a ete evaluee sur un bioanalyser 2100 d'Agilent. On 
obtenait un bon rendement d'amplification d'environ 1 8 ng / ul 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection et/ou deification de bacteries de genre 
Staphylococcus d'un ^chantillonbiologique comprenant les etapes suivantes • 

A. on extrait le materiel nucldique des bacteries de genre 
Staphylococcus, 

B- on atnplifie au moins une sequence cible du materiel nucleique des 
bacteries de genre Staphylococcus grace a au mo ins une amorce 
d'ampkfication comprenant au moins 10 motifs nucleotides de la 
SEQ ID N«I et/ou au moins une amorce d'amplification comprenant 
au moms 10 motifs nucleotides de la SEQ ID N°2 pour obtenir des 
amphcons de la sequence cible 
C on detennine la presence de bacteries de genre Stopkylococcus par la 
detection desdits amplicons. 

2. Precede de detection et/ou d-identification de bacteries ^ *^ 

Setaceous selon la revocation I comprenant en ontie ,-e.ape 
suivante : K 

D. on identifie Peapece de bacreries de ; genre StapHylococcus par 
1'utiltsation' d'an moins nne sonde d'hybridation capable de 
s'hybrider snr une semtence cible specifiqne d-une espece de bacterie 
de genre Staphylococcus. 

3. Amorce d'amplification caracterisee en ce qu-efle comprend an moins 10 
motifs nucleotidiques de la SEQ ED N°.l. 

4. » d-ampHfication earaCeris, en ».,,«& comprend an moins ,0 
motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 
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5. Paire d'amorces d'amplification caracteris6 en ce qu'elle comprend l'amorce 
telle que definie dans la revendication 3 et l'amorce telle que definie dans la 
revendication 4. 

6. Utilisation d'au moins une amorce telle que definie dans la revendication 3 
et/ou au moins une amorce telle que definie dans la revendication 4 pour la 
detection et/ou 1 'identification de bacteries de genre Staphylococcus. 

7. Kit de diagnostic de bacteries de genre Staphylococcus comprenant au moins 
une amorce telle que definie dans la revendication 3 et/ou au moins une 
amorce telle que ddfinie dans la revendication 4. 

8. Sonde d'hybridation caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°l 

9. Sonde d'hybridation caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 

10. Composition pour la detection de bacteries de genre Staphylococcus 
comprenant au moins une sonde d'hybridation selon la revendication 8 et/ou 
au moins une sonde selon la revendication 9 . 
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